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摘要 :采用改良及优化后的原位裂解法提取红树林土壤环境 DNA ,通过脉冲场电泳图谱显示所得 DNA 片段主要集中于 23～50
kbp 范围 , 表明大片段 DNA 在总 DNA 中的比率明显提高 ; 对改良后的原位裂解提取法与不同 DNA 纯化方法的组合进行比较
分析 , 确定电洗脱为最佳纯化方法 ; 运用改良后的原位裂解提取法与电洗脱纯化法联用实验方案 ,构建了 4 个季节天然红树
林土壤 Cosmid 宏基因组文库. 随机挑取克隆子 ,提取质粒后经 BamHI酶切验证 , 平均插入片段均大于 35 kbp ,且片段类型各
不相同 , 推测该文库至少包含了 335 Mbp 潮间带微生物基因组信息. 该方法的建立使得开发红树林湿地生态系统的特色微生
物资源成为可能 , 并为探索其它生境的未培养微生物资源提供借鉴.
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Construction of Large Fragment Metagenome Library of Natural Mangrove Soil
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Abstract :Applying our optimized direct extraction method , the percentage of large fragment DNA in the total extracted mangrove soil DNA was
significant increased. The large fragment metagenome library derived from natural mangrove soil over four seasons was successfully constructed
by the optimized DNA extraction and electro elution purification method. All of the clones had recombinant Cosmids and each differed in their
fragment profiles when Cosmid DNA was extracted from 12 randomly picked colonies and digested with BamHI. The average insert size for this
library was larger than 35 kbp. This culturing2independent library at least encompassed 335 Mbp valuable genetic information of mangrove soil
microbes. It allowed mining of valuable intertidal microbial resource to become a reality. It is a recommended method for those researchers who
have still not circumvented the large insert environmental libraries or for those beginning research in this field , so as to avoid them attempting
repetitive , fussy work.
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　　环境宏基因组文库的构建过程中 ,原位裂解提
取 法 较 间 接 提 取 法 所 获 得 的 环 境 DNA
(environmental DNA ,eDNA)具有产量高 ,更真实代表
环境中微生物群落信息等优势. 目前 ,已有许多基
于原位裂解提取法的小片段 (3～10 kbp) 环境宏基




有机质含量高的土壤样品时 ,更加困难[7 ] . 具体表现
为 : ①即使采用最温和的裂解方法 ,所得的土壤
eDNA 片段大小仍无法突破 100 kbp [6 ,7 ] . 裂解微生物
细胞所释放的 DNA ,尤其是大片段的 DNA 极易重新
吸附于土壤颗粒 (clay) 并易遭受核酸酶袭击 ,造成
eDNA 产量虽高 ,实际上大片段 DNA 所占比率低下 ,
不足以构建宏基因组文库 ; ②土壤中腐殖酸、黄腐酸
及腐殖酸类等抑制性物质与 eDNA 共提取、共纯化
问题难以解决[8～11 ] . 当前商业化的 eDNA 提取试剂
盒也不能彻底解决这些问题 ,通过试剂盒得到的
eDNA 片段往往小于 20 kbp ,最终只能产生小片段的
环境宏基因组文库[3 ,5 ] .
红树林土壤微生物处于“海洋2陆地”交汇处的
潮间带特殊生境 ,孕育了产生新颖次级代谢产物的
可能途径 ,是拓展新型抗生素的天然宝库[12 ] . 由于
其属于高粘质、高有机质含量类型土壤 ,从中难以获
得适于筛选编码抗生素完整基因簇的高品质 eDNA.
迄今为止 ,仅有数篇小片段 (312 kbp) 红树林土壤质
粒型文库的报道[13 ] .
第 28 卷第 11 期
2007 年 11 月
环 　　境 　　科 　　学
ENVIRONMENTAL SCIENCE








大肠杆菌 Escherichia coli EPI2100 所用培养基为
LB 肉汤及LB 琼脂 ,均添加氨苄西林 (终浓度为 200
μg·mL - 1 ) ,培养温度为 37 ℃.





23°56′00″,海拔 - 6～8 m ,总面积2 360 hm2 . 1 年中 4
个季节均采样. 具体采样方案为 :退潮后 ,在红树林
区设置 9 个采样位点 (低、中、高潮带 ,各潮带分别设
3 个采样点) ,每个采样点设置 1 m ×1 m 的样方 ,除
去表面约 1 cm 厚的薄层后 ,用专用采泥器钻取得到
5～50 cm 层次的土壤样品 ,随机多点钻取的土样拣
去根系并混合均匀后装入做好标记的灭菌塑料袋
中 ,密封 ,为 1 个位点样品 ,所有采样点泥样均匀混
合成为 1 个季节样品 ,随冰块带回实验室分析. 剩余
样品于 - 80 ℃保存. 所有采样器具均事先灭菌处理.
每个季节采样时 ,所有采样点保持一致.
113 　红树林土壤 eDNA 的提取
无菌操作台中 ,称取每个季节土壤样品各 5 g
(湿重) ,分别置于 50 mL 无菌离心管中 , 每管加入
1315 mL DNA 提取缓冲液 (100 mmolΠL Tris2HCl [pH
810 ] , 100 mmolΠL sodium EDTA [ pH 810 ] , 100
mmolΠL sodium phosphate [pH 810 ] , 115 molΠL NaCl ,
1 % CTAB , 2 % PVPP [ polyvinylpolypyrrolidone ]) , 剧
烈漩涡 5～10 min ,使土壤颗粒充分分散于缓冲液
中. 将上述样品置 37 ℃, 225 rΠmin , 水平振摇 45
min ,使得土壤匀质化. 每管加入 115 mL 20 % SDS ,
上下颠倒混匀 ,65 ℃水浴 3 h , 其间尽可能温和颠倒
混匀. 水浴裂解过程结束后 ,立即加入预冷的氯仿Π
异戊醇 (24∶1 , 体积比) ,上下颠倒 ,充分混和均匀
后 ,室温下 ,离心 15 min (8 216 rΠmin) . 收集上清 ,加
入 016 倍体积的预冷的异丙醇 ,室温下沉淀 1 h 后 ,
离心 20 min (10 000 rΠmin) 收集沉淀. 核酸沉淀用
70 %冰乙醇洗涤 2 次 ,重悬于 100μL 无菌 TE 缓冲
液 (10 mmolΠL Tris , 1 mmolΠL EDTA , pH 810) . 4 个季
节的红树林土壤样品 ,eDNA 总量为 400μL.
114 　插入片段的选择、回收、纯化
①通过脉冲场电泳 (gene navigator electrophoresis
system)分离、选择大小合适的插入片段 (115 %的琼
脂糖胶 ;0115 ×TBE 缓冲液 ;电压 :250 V ;脉冲值 :8
s ;电泳时间 :4 h) .
②电泳结束后 ,切下两侧带 DNA marker 的胶
带 , 于 0115 ×TBEΠEB 缓冲液染色 20 min ,紫外灯下
做好标记 ,以识别目的片段在胶块上的位置.
③根据标记 ,切下含目的 DNA 片段的胶块.
④采用电洗脱 (electro2eluter module system) 的方
法回收、纯化目的 metagenomic DNA 片段 (1 ×TAE
buffer ;电流 :30 mA ;运行时间 :3 h) . 程序完毕后 ,反
转电极 ,继续运行 3 min , 以释放底部小室膜上所吸
附的 DNA 片段.
⑤尽可能吸干装有胶块玻璃小管中的 TAE 缓
冲液 ,以保证小室中 DNA 溶液体积小于 50μL.
⑥小心吸取回收的 DNA 溶液于无菌 EP 管 ,通
过普通琼脂糖凝胶电泳评估回收目的 DNA 片段的
品质 ,剩余 DNA 暂时存放于 4 ℃冰箱中待用.
115 　红树林土壤宏基因组文库的构建及保存
上述制备的 DNA(35～45 kbp) 首先进行末端补
平反应 ,产生 blunt 末端 ,以克隆到 pWEBTM载体. 连接
反应 ,体外包装反应及宿主细胞的制备均按试剂盒说
明书进行 ,实际操作中连接反应时间延长至 6 h.
(1)包装效价测定 　用 10μL 已包装的 Cosmids
感染制备好的 100μL 宿主细胞 Escherichia coli EPI2
100 ,37 ℃孵育 20 min ,将感染后的宿主细胞涂布于
已添加氨苄西林 (终浓度为 200μg·mL - 1 )的LB 琼脂
平板 ,37 ℃,过夜培养 ,计算克隆数目. 所有生长出的
菌落均为阳性克隆.
(2)克隆子插入片段的验证 　随机挑取 12 个
LB2氨苄西林平板上的菌落 ,接种于 5 mL LB2氨苄西
林肉汤 ,37 ℃,225 rΠmin ,培养 18 h. 提取克隆子质
粒[14 ] ,经 019 %琼脂糖电泳验证后 ,用 BamHI 限制
性内切酶 (TaKaRa) ,以计算插入片段的大小.
(3)阳性克隆子的保存 　每一个阳性 Cosmid 克
隆子均接种于 96 孔细胞培养板 ,每孔含 150μL LB
肉汤 ,氨苄西林 (终浓度为 200μg·mL - 1 ) ,20 %甘油 ,
待克隆子长好后 ,将每个 96 孔板复制 1 份 ,均保存
于 - 80 ℃.
2 　结果与分析
211 　红树林土壤大片段 eDNA 的提取
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如图 1 所示 ,用改良后的高盐、高温 SDS2CTAB
原位裂解法所得红树林土壤 eDNA 片段大小多集中
在 23～50 kbp ,显示大片段 DNA 在总 eDNA 中的比
率明显增加. 019 %普通琼脂糖凝胶电泳估算粗提物
产量为 216μg·g - 1 (湿重) . 粗提物的颜色呈棕褐色 ,
显示仍有腐殖酸等杂质的污染 ,必须纯化后才能用
于后续实验.
图 1 (a) ,泳道 1～4 为 4 个季节的红树林土壤 eDNA(eDNA 上样量
分别为 :36、24、12 和 6μL) ;M1 ,λ2 Hind Ⅲmarker ;M2 ,λDNA
图 1 (b) ,泳道 1 为红树林土壤 eDNA(eDNA 上样量为 24μL) ;
M1 ,λDNA ;M2 ,λ2 Hind Ⅲmarker
图 1 　4 个季节红树林土壤 eDNA的脉冲场电泳结果
Fig. 1 　Results of four seasons mangrove soil DNA




段大小集中 ,条带整齐 ,见图 2 ,说明无剪接现象发
生. 估算浓度约为 23 ng·μL - 1 (总体积约 50μL) .
213 　文库的构建
当 10μL 包装好的 Cosmids 侵染 100μL 制备好
的宿主细胞 Escherichia coli EPI100 ,LB2氨苄西林平
板上平均能生长 87 个克隆子. 本研究所构建文库的
包装效率为 817 ×103 ,包装总体积为1 100μL ,1115




段均大于 35 kbp ,而且每个插入片段呈现不同带型
(见图 3) ,说明了该文库插入片段的多样性.
3 　讨论
311 　红树林土壤 eDNA 提取方法的改良及优化
泳道 1 , 纯化后的片段 ;M ,λ2Hind Ⅲmarker
图 2 　目的片段经电洗脱纯化后的琼脂糖电泳图谱
Fig. 2 　Agarose gel result of purified insert
DNA fragment using electroelution
Zhou 等[7 ] 针对土壤、沉积物样品所创建的高
盐、SDS2CTAB 热裂解原位提取法因其所得 eDNA 产
量高、易操作而成为目前环境宏基因组相关研究中 ,
被国内外学者引用最多的方法. 但不同样品性质各
异 ,没有一种方法能适用于所有的样品[10 ] . 在构建
环境宏基因组文库时 ,评价 eDNA 提取方法优劣的
指标应是所得大片段 DNA 所占比率的高低 ,而不仅
仅是 eDNA 总量的多少. 本研究中在此方法的基础
上进行了改良及创新 ,以期从红树林土壤中获得高
产量的大片段 eDNA. 具体改进之处如下 :
①由于红树林土壤高腐殖酸含量的性质 ,为减
轻后续纯化过程的困难 ,在提取缓冲液加入添加
2 % PVPP. 采取此措施后 ,土壤中高分子量杂质的共
提取量明显降低 ,此结果在前期研究中已经证实. 必
须强调的是 ,土壤加入缓冲液剧烈漩涡混匀后于
37 ℃水平振荡 45 min 一步非常重要 ,不能省略 ,因为
土壤的匀质化过程、土壤微生物从土壤胶团释放到
提取缓冲液体系中的过程及 PVPP ,CTAB 对土壤中
高分子量抑制物的吸附等过程均在此操作中得以发




文献中[7 ,15～18 ] ,土壤 DNA 的提取过程中有关“抽提”
步骤是如下描述的 ,加入 SDS ,65 ℃水浴裂解结束
后 ,将土壤裂解物离心 15 min (8 216 rΠmin) ,以沉淀
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(a) 泳道 1～8 , 随机挑选的克隆子 ; (b) 泳道 1～4 , 随机挑选的克隆子
M1 ,λ2 EcoR Ⅰ+λ2 Hind Ⅲmarker ; M2 , 22Log DNA ladder
图 3 　重组 Cosmids 的限制性酶切图谱
Fig. 3 　Restriction enzyme digests of recombinant Cosmid DNA
土壤、细胞碎片等物质 ,取上清液置另一无菌离心管
中 ,加入等体积氯仿Π异戊醇 (24∶1) 抽提 ,继而将抽
提物离心 15 min (8 216 rΠmin) ,取上清液进行沉淀
等后续步骤. 因为微生物细胞裂解所释放的大片段
DNA 具有易重新吸附于土壤颗粒的性质 ,在第一步





接着呈乳状液的抽提物离心 15 min (8 216 rΠmin) ,
取上清液进行沉淀.“原位抽提”法的目的是降低大
片段 DNA 重新吸附于土壤颗粒的可能性 ,及时使得
更多的大片段 DNA 分配于水相 ,以提高大片段 DNA
的产量 ,从而提高大片段文库构建成功的可能性.
此外 ,“原位抽提”法的运用减少了一个离心过程. 降
低了因人工操作导致 eDNA 分子断裂的风险 ,大大
提高了成功构建大片段宏基因文库的可能性. 如图





避免 ,以降低 DNA 被剪切的可能性.




中 ,通过 16S rRNA 基因分析发现 , 土壤样品在
- 20 ℃保存 6 个月后 ,有部分微生物多样性丧失现
象发生. 因此建议土壤样品保存于 - 80 ℃.
312 　插入片段的纯化
构建环境基因组文库的过程中 ,大片段的 DNA
很难稳定维持[3 ] . 选择一个切实可行的 DNA 纯化方






, 对 DNA 纯度的阳性作用甚微 ,而且存在
eDNA片段断裂的风险 ;而通过 Gene2Clean kit 纯化
后 ,DNA 片段往往被剪切. 低熔点琼脂糖电泳纯化
是构建文库中通常被推荐的方案 ,采用此方法虽可
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择 Cosmid 载体 ,而非 BAC载体 ,原因如下 : ①原位裂
解法所得 DNA 片段大小最大不可能超过 100 kbp ,
且接近 100 kbp 大小的 DNA 片段量较少 ,若选择
BAC载体 ,最终只有少部分两端具有限制性酶切位
点的 DNA 片段产生 ,从而限制了克隆子的数目 ; ②
限制性酶切位点在基因组的分布稀少的特点 ,本质
上导致了环境基因组文库中插入片段的多样性的降
低 ; ③环境宏基因组学的研究中 , BAC 载体实际克
隆能力是 37～44. 5 kbp . 世界范围内 ,第一个基于原
位裂解法构建的土壤宏基因组文库于 2000 年产生 ,
该文库采用 BAC 载体 ,克隆子平均插入片段为 44





则 ,Cosmid 载体选择性连接大小为 35～45 kbp 的片
段.因此 ,现阶段 ,运用原位裂解法构建土壤宏基因




Handelsman 等[22 ] 曾经计算过 ,一个要覆盖土壤
微生物全部基因信息的基因组文库 ,所包含的克隆
子数目的要求是 106 ,且克隆子平均插入片段大小需
达到 100 kbp ,现有的技术条件下 ,要达到这个数目
是不可能的. 本研究中 ,所构建的红树林土壤文库 ,
克隆子数目为9 570 ,覆盖了 335 Mbp 潮间带微生物
基因组信息. 操作说明有推荐感染后的宿主细胞于
37 ℃水浴 20 min 后 ,加入 100μL LB2氨苄西林肉汤 ,
37 ℃条件下继续孵育 20 min 再铺板 , 克隆子数目可
能提高 6～8 倍. 实际研究中证实 ,增加这一操作步
会产生很多错误的克隆子. 为避免后续筛选工作的




抗生素. 从第一个土壤 Cosmid 文库陆续检测到 long2
chain N2acyl2L2tyrosine , Violacein 等 抗 生 素 的 产
生[23 ,24 ] .第一个土壤 BAC文库亦产生了新的抗生素
Turbomycin[25 ] . 这些事实充分证明土壤宏基因组文
库确实是开发新型天然药物的有力工具. 本研究构
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